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3. Les outils de la biologie moléculaire 
3.1. Hybridation moléculaire. 


Hybridation des acides nucléiques : L’hybridation moléculaire se base sur la propriété d'ADN : dénaturation et 
renaturation de molécules d'ADN double brin et désigne l'association entre deux acides nucléiques simples brins de 
séquences complémentaires. Elle conduit à la formation d’un double brin ou duplex dans des conditions physico chimiques 
précises. Cette association s'effectue par l'établissement de liaisons hydrogènes spécifiques (Complémentarité A-T(U), G-C). 
La formation et la stabilité de duplex dépendent de nombreux facteurs tels que : composition en bases, longueur des 
duplex, complexité de la séquence. L’hybridation est spécifique, elle a lieu même en présence d’un large excès de 
molécules similaires mais non identiques. 


Concept de sondes : Les sondes sont utilisées pour détecter des séquences spécifiques. Une sonde est une molécule 
d'acide nucléique (ADN ou ARN), qui permet de rechercher de manière spécifique un fragment d'acide nucléique à étudier. 
En s'hybridant (=reconnaitre et se lier) avec sa séquence cible, elle permet de la détecter. 

A l’origine, la sonde peut être : Sopyié 

+ ADN génomique, 
ADN complémentaire (ADNc, synthétisé a partir d’une matrice d’ARN) ; IT Méange On 
ADN obtenu par synthèse chimique (oligonucléotide) ; 
ARN (ribosonde), 
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Caractéristiques générales de la sonde : 
“ Une sonde nucléotidique peut être l'ADN ou l'ARN, mais obligatoirement monobrin. ; 
“  Sataille est très variable: de 20-30 à centaines nucléotides. 
“ La sonde est complémentaire et antiparallèle du fragment recherché ; 
=“ la sonde doit être facilement repérable grâce à un marquage chaud (utilisant des isotopes radioactifs) ou froid 
(non radioactif). 


Notion de stringence : L'hybridation moléculaire sonde-fragment d'ADN à repérer nécessite des conditions physico- 
chimiques parfaites appelées la stringence, qui vont autoriser ou non la formation d'une double hélice stable entre la 
matrice et la sonde, en fonction du degré d'homologie entre ces deux séquences. Deux paramètres conditionnent la 
stringence : température et pH. 


Complexe sonde-cible (hybride) : 


Hybridation peut avoir lieu : #  ADN-ADN 
* Ensolution; +  ADN- ARN 
*  Surun support solide (immobilisation sur membrane, sur verre) 


% In situ : sur le chromosome, sur coupe de tissu, sur colonies bactériennes 











Matrice simple brin 


(ADN ou ARN) #— vd nr rss ue 


détecter 

Sonde simple brin Modifiée de manière 
| ———— ,, « a 
(ADN ou ARN) a être facilement repérable 


Hybride La sonde doit être 


| Sonde-Matricé# complémentaire de la matrice 


En détectant la modification portée 
par la sonde, on détecte par 
kybridation la matrice 


Détection du complexe gräce à la sonde, 





Les protocoles reposant sur l'Hybrydation acide nucléique : 


+ Blotting : pour ARN ( Northen Blot) et AND (Southern Blot).Après migration sur gel d’agarose, les acides nucléiques 
sont transférés et immobilisés sur un support inerte (nitrocellulose / nylon) sur lequel on hybride la sonde. 
Objectif : Détecter la présence de séquences d'ADN ou d’ARN spécifiques dans un mélange. 
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*  Hybridation in situ: Les cellules ou le tissu à examiner sur la présence d’une séquence à rechercher sont fixés et 
incubés en présence de la sonde. Objectif : déterminer sur quel chromosome et dans quelle région se trouve le 
gène dont on possède la sonde, ou quelle sous population du tissu exprime un ARN donné. 


mu 
Le 
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Coupe d'embryon de Drosophile qui a subi une hybridation avec Détection d'un 
une sonde d'un gène impliqué dans le développement embryonnaire gène de Drosophile 


* Puces ADN (Microarrays): les sondes fluorescentes préparées à partir d'ARNm d’échantillon donné sous forme de 
l'ADNc sont immobilisées géométriquement sur un support solide (Puce ou Array) dont chacun des points porte un 
gène. Cette technique permet de fixer les gènes complémentaires présents dan l'échantillon à tester. L’intensité 
de la fluorescence à chaque point est une mesure de l'expression du gène représenté par ce point dans 
l'échantillon de tissu. 

% Objectif : Mesure simultanée de l'expression de milliers de gènes en une seule réaction d'hybridation. 


Un point = 1 aène 
Puce d'ADN 
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Fr # Révélation Affymetrix GeneChip® 
Sondes fluorescente 1 spot=1 gène P. aeruginosa Genome Array 
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3.2. Les enzymes utilisés en génie-génétique 


Enzymes assurant la ligature 
> Ligases : DNA ligase et T4 DNA ligase: catalysent la réaction de formation des liaisons phosphodiesters 


entre deux nucléotides, l'un à extrémité 3"OH, l'autre 5” phosphate en présence d'ATP. 


Enzymes ajoutant ou enlevant des groupes phosphates 
>  Kinases : Fixe un groupement phosphate à l'extrémité 5’en présence d'ATP. 


>  Phosphatases : Enlève le groupement phosphate situé à l'extrémité 5’d'une chaîne d'ADN. 


Les polymérases : Plusieurs enzymes possèdent une activité polymérisante des acides nucléiques. 
> ADN Polymérase I : Synthèse d’un brin nouveau d'ADN en présence d'une amorce dans le sens 5”-3”. Elle 
posséde trois activités : 
(i}- activité ADN polymérasique 5-3’ à partir d’une amorce 3/OH. 
(ii)}- une actvité exonucléasique dans le sens 35" (fonction d'édition). 
(iii}- une activité exonucléasique dans le sens 537. 
> Transcriptase réverse (inverse) synthétise, à partir d’un ARNm, un ADN complémentaire (ADNc) en 
activant dans le sens 53. 
> Fragment de Klenow, obtenu à partir de l’ADN polymérase | et possède une activité exonucléasique dans 
les sens 53" et 3°—5". 
> Taq polymérase est une enzyme résistante à la chaleur isolée à partir d'une bactérie thermophile 
(Thermus aquaticus) qui amplifie l'ADN in vitro. 
> ARN polymérases transcrivent l’un des deux brins de l’ADN en ARN. 
> T4 DNA polymérase produite au sein des bactéries infectées par le phage T4. Ses activités sont 
semblables à celles du fragment de Klenow. 
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Les enzymes de restriction, restrictases ou endonucléases 


Les restrictases coupent l'ADN à une séquence bien précise appelée site de restriction. 

Elles sont produites par les bactéries pour se protéger de l'ADN étranger provenant des phages. 

Les enzymes de restriction servent un outil puissant en biologie moléculaire. En effet, chaque enzyme reconnaissant un site 
de restriction spécifique, la présence ou l'absence de coupure par une enzyme donnée peut rendre compte d’un 
changement dans une séquence. Ainsi, on peut déterminer la présence d’un polymorphisme (Annexe). 


Il existe trois types d’endonucléases classés en fonction des sites qu’elles reconnaissent. Les enzymes de type Il 
les plus nombreuses et les plus utilisées: 
“" Leurs sites de restrictions de 4 à 8 paires de bases sont des séquences palindromes (se lisent de droite à 
gauche et inversement, comme le mot radar). 
“" Elles coupent chaque brin par hydrolyse des liaisons phosphodiester. 
“" Elles peuvent découper une molécule d'ADN en un grand nombre de petits fragments, à chaque fois 
qu'elles reconnaitront son site palindromique. 
“" Les fragments résultants peuvent être à bouts cohésifs ou collants (overhangs) ou à bouts francs (blunt 
ends). 


Smal donne des bouts francs (blunt ends) la coupure a lieu au milieu du site de restriction : 


bout franc 


5' CCC GGC--- 3' 5=.-CCC 3 5 GGG--- 3' 


3 -—-GGG*CCC—-- 5° 3 --GGG 5 3 CCC-- 5" 


Smal 





EcoRl reconnaït une séquence palindrom, coupe l'ADN de facon décalée et donne des extrémités cohésives 
{overhangs) 


5 ‘rentrant 
S-GAAATTC— SI 5 --G 3' S'AATIC—---3 


3" ---CTTAAG--- 5 3'---CTTAAS' 3 G--- 5" 


FrnR1 





Si on ajoute un autre fragment avec les mêmes extrémités cohésives, les bases vont s’apparier. On peut refaire 
des liaisons covalentes en utilisant une ADN ligase. 


Nomenclature des enzymes de restriction. 

Les enzymes de restriction présentent une nomenclature bien précise. Leur nom comporte plusieurs lettres (3 ou 4). La 
première lettre de dénomination de l’enzyme est écrite en majuscule, elle correspond au genre de la bactérie d’où a été 
extraite l’enzyme. La seconde lettre et la troisième lettre (en minuscules) correspondent à l'espèce de la bactérie d’où 
l'enzyme est extraite. On peut avoir une quatrième lettre écrite en majuscule correspondant à la souche bactérienne. Enfin 
pour terminer, un chiffre romain indique l'ordre de caractérisation de ces enzymes. 


Quelques exemples: 


Enzyme  Organism from which derived Target sequence 
Bam HI Bacillus amyloliquefaciens OATLCLEÉ 
BglIl Bacillus globigii A*YGATCT 
Eco RI Escherichia coli RY 135 G* AATTC 
Eco RIT | Escherichia coli R245 FCCATGG 
Hae IUT Haemophilus aegyptius Het 

Sma | Serratia marcescens CCC * GGG 

Pst | Providencia stuartii CTGCA * G 


GENETIQUE 2" ANNEE. 2019-2020 
Faculté de médecine UMMTO Mme CHAIBI M. 




















re Ligation de fragments de restriction à bouts collants. Dans 
= ASTT- 3 cet exemple, les fragments de restriction de l'ADN | 
F obtenus par digestion par l’enzyme Ecorl (a’) sont mélangés 
avec différents fragments de restriction de l'ADN Il obtenus 
: se ccm: par digestion par EcoRI (a), Taql (b) et Hindil (c). Les bouts 
+ tb} | collants a’ peuvent s’apparier avec a, mais pas avec b ou c. 
On ajoute dans la solution une ligase, une enzyme capable 
de créer une liaison covalente entre deux nucléotides, pour 
RO 3 r coller les deux fragments d'ADN. Cette technique permet 
Rs donc de coller deux fragments d'ADN de facon orientée. La 
ligase peut aussi coller des extrémités franches, mais de 


HO 
Complementary façon moins efficace, et non orientée. 
ends bäase-pair 


fa} P 
3 TT A 
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B' A=A=T-T RS 3 Unpalred 
p“ f P + fragments 
éamasiité- 5"  (bland (e) 





Des fragments d'ADN de taille différente peuvent 
être séparés par électrophorèse. 

Digestion d'ADN par Ecorl puis séparation des 
fragments de restriction par électrophorèse. EcoRl 
clive l'ADN représenté en 5 sites (flèches), générant 
six fragments de tailles différentes. Ces fragments 
sont séparés en fonction de leur 

taille par électrophorèse en gel d’agarose. L'ADN, 
fortement chargé négativement (sur les groupes 
phosphate), migre vers l’électrode positive, dans 
l'agarose poreux. L'ADN passe dans les pores du gel 
d'autant plus facilement qu'il est de petite taille. 
Après électrophorèse, l'ADN est révélé par un 
colorant fluorescent et le gel est photographié. 


2 ATP 





DNA 
ligase 


2 AMP + 2 FF, 
RS - 27 TC 


ET TA SES 


Site de restriction 
gl, 


© Découpage du squelette 
désoxyribose-phoasphate 
par l'enzyme de restriction 
à chaque flèche 


© Ajout d'un fragment d'ADN == 





| FcoRl disestion 


ES 
cohésire 





6 
0 Fe 
provenant d'umé autre Source ; 
les extrémités cohésrves 
s'associent par apparement 
des bases produisant 
diverses Combenalsons 


Fragment dé restriction 3% kb 
d'une moiécule d'ADN 
différente coupée 

par la même enzyme 


| Cel elec rophoresis 
de resinchon 





1 élecmictle 


CG AT T CG GATT CR 
EC T5 À CC 1 ‘2 CE 


Une des combinaisons possibles 


€) Soudure des brins 
par l'ACON hgase 






Mira on 
où CHA 


Molécule d'ADN recombuné 


del ectréshe 
à Figure 20.3 Production d'un ADN recombiné à l'aide 


d'une enzyme de restriction et d'ADN ligase. 
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3.3. Les vecteurs 


Vecteur ou transporteur d'ADN : molécule d'ADN dans laquelle il est possible d'insérer des fragments d'ADN 
étranger (d'intérêt) et qui est capable de transformer génétiquement une cellule-hôte et de se répliquer de 
façon autonome. 

Intérêt : clonage des gènes : la technique qui consiste à obtenir un grand nombre de copies identiques du gène cloné 


Plasmides : Ce sont des ADN circulaires extra-chromosomiques de 1-3 kb, fréquent dans les bactéries. Le 


plasmide bactérien a les éléments constitutifs suivants : HindE11 
EcoRI | ECoRV 


° son propre système de réplication (ori) 

e quelques gènes (les facteurs sexuels ou les gènes de résistance aux antibiotiques 
et aux métaux lourds). 

e MCS (multiple cloning site) ou polylinker : des sites de restriction (« ouverture ») 
permettant l'insertion aisée de fragment d'ADN à cloner. 

e Gène de résistance pour un ATB permettant de sélectionner les cellules | EE 

e possédant le plasmide (par ex. ampicilline (amp), ou tétracycline ftet). 

e Eventuellement, gène rapporteur pour identifier les cellules transfectées. 

e Capacité d'insertion maximum est de 20kb 


(a) Sequence of polylinker 


BamHi 


COLE ET 


amp 





Saci Smai Xbal Ps HinAl 
= A — = # —. — 1 _— =" A — ° 


es 
g “ r F . 


f % ; à ù F L' f A 
GAATTCGAGCTCG GTACCCGGGGATC CTCTA GAGTCGACCTG CAG GCATGCAAGOCTT 
\ j 4 ÿ À k. + 4. À 


Le a # __—_— mt es ns — 
AE . F —, r 


LA F =” a V 
Ecofl Korn Eamhl Sa Sph Mblreular Coll Bi 


Phages : bactériophage est un virus bactérien. L'infection par un phage aboutit à /a lyse de la bactérie ou à la 
lysogénie. Cycle lysogénique comprend le maintien sous forme passive de l'ADN (intégré au génome bactérien) et la survie 
de la bactérie. L'ADN du phage double brin de 50 kb est linéaire. Il comporte : 

e des extrémités cohésives (cos), 

e origine de réplication (ori), 

+ des gènes non essentiels à sa multiplication (cette région peut être excisée et remplacée par l'ADN recombinant) 

e des gènes tête-queue, des gènes de recombinaison (=site de restriction). 

e La capacité d'insertion est à environ 25 kb. 


Après la pénétration dans une bactérie, l'ADN se circularise par ses extrémités cohésives et se comporte comme un 
plasmide. 


forme linéaire le phage libre origine de 
réphcation 
gènes rec, , OP RS 
TOO ONE 
| genes de 
qeues de Région non régulation 
tete el essentielle (b2} À 
de queue Eléments du génome 
mterconversion entre O P synthèse d'ADN 
les deux formes RS lyse de la cellule hôte 
forme circulaire gènes rec, impliqués dans la 
que prend l'ADK aucuns 
après injection extrémités cos (cohesives) 





dans l'hôte | Région non essentielle (2) 


genes de regulation, qui 

A #. régulent les différentes 
tète et | phases du développement du 
de queue | | À phage 


gènes de 
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Cosmides : Des hybrides entre les plasmides et le bactériophage construits artificiellement de taille = 8kb. Ils 


comportent : — 
-  ORI {venant de plasmides) dé SR 
- résistance à une ou plusieurs AB (venant de plasmides) ; a 
- séquences portant des sites de restriction & 
- extrémités cohésives (cos) du phage À 3 
-  capcité d'insertion jusqu’à 45 kb Ÿ cosmide 


Ils ont l'aptitude à être emballés automatiquement dans un mélange de 
têtes et queues du phage À. Après assemblage in vitro ils sont capables de 
se fixer sur la paroi de la cellule hôte et d'injecter leur ADN. Celui-ci grâce 
aux extrémités cos se circularise et se réplique comme un plasmide mais 


de 4 à 6kbp 





aucune des fonctions phagiques ne peut être exprimée donc les cellules 
survivent et forment des clones. 


Chromosomes artificiels : Les chromosomes artificiels possèdent : 


— une origine de réplication qui est en phase avec les origines chromosomiques naturelles ; 

— une région centromérique(CEN) qui assure la migration correcte du minichromosome lors des divisions ; 
— des télomères ; 

— _unsite unique de clonage (site de restriction) ; 

— un ou plusieurs marqueurs de sélection ; 

— Capacité d'insertion supérieure à 50 kb (jusqu'à 1 Mb). 


On en a construit : 


Ve. 


> 


# 


pour les bactéries : (BAC) Bacterial Artificial Chromosome. Les BAC sont des ADN circulaires comme un 

chromosome bactérien. Ils sont dépourvus de télomère et centromère et possèdent l'origine de réplication issue 
de l'épisome sexuel F de E. coli. 
pour la levure, YAC= Yeast Artificial Chromosome . Yeast artificial chromosome with inserted human DNA 
pour les mammifères, MAC = Mamalian Artificial Chromosome 


HAC = Human Artificial Chromosome | , CEN 8 
up io 1000000 nuckotdes pairs 





Clonage d’un fragment d'ADN dans un vecteur plasmidique 


15) Insertion of Ecofl restriction fragments 


| 


Principe : Polviinker 


+ 
LL l 


He 
Le 


Digestion de l'ADN génomique et du vecteur 
plasmidique par la même enzyme de 
restriction. On choisit une enzyme de 


eo E : e arTo" OR! | 
restriction dont le site est présent dans le Dinaeui d vanter Gumesrie DOI 
polylinker ainsi qu'aux deux extrémités du _. a 
F | peu FE A # “ Lt GC 
fragment d'ADN d'intérêt pour génèrer des 


bouts collants compatibles. 

Traitement du vecteur linéarisé par une 
phosphatase alcalin afin d'empêcher une 
circularisation des vecteurs « ouverts». 

Le traitement à la phosphatase alcaline 
supprime le groupement phosphate des 
extrémités 5’ (pas de phosphate disponible 
pour la ligation). Les fragments d'ADN à cloner 
sont trop courts pour se  cycliser 
spontanément. 

L’incubation in vitro du plasmide ouvert et du 
fragment d’ADN à cloner en présence de T4 
ADN ligase et d’ATP permet la ligation de 
l'insert avec le vecteur plasmidique et d'obtenir — 
le plasmide recombinant. dabispuion he js 
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3.4. Extraction d'ADN 


L’extraction d'acides nucléiques d’un matériau biologique nécessite : 
e _Lyse des cellules (broyage suivi d’une délipidation). 
e Elimination des protéines et l’inactivation des nucléases cellulaires 
e Elimination des ARN par ribonucléase 
e Séparation de l'ADN par précipitation 


La procédure de lyse consiste en un broyage suivi d'une extraction par des détergents, qui vont disperser les 
bicouches lipidiques des membranes et dénaturer les protéines, surtout celles qui sont associées à l'ADN dans la 
chromatine. Elle doit être suffisamment rigoureuse pour briser le matériau de départ complexe (par exemple, le 
tissu), mais suffisamment douce pour préserver l'acide nucléique cible. 
Les procédures de lyse courantes sont les suivantes : 

> la rupture mécanique (broyage dans une presse à tissus, cassure des cellules par ultrasons ou lyse 

hypotonique) ; 

> le traitement chimique (ex.: lyse détergente qui détruisent les membranes plasmiques) 

> la digestion enzymatique (ex.: protéinase K). 
La rupture de la membrane peut être combinée avec l'inactivation des nucléases intracellulaires: une solution 
simple peut contenir des détergents pour solubiliser les membranes cellulaires et des sels puissants pour 
inactiver les enzymes intracellulaires. 


Homogénéisation et Déprotéinisation : 
Après la lyse cellulaire et l'inactivation des nucléases, on 


Homogénéisation, déprotéinisation 


obtient l'homogénat qui est un mélange de débris de Potter 

membranes (microsomes), de nombreuses particules ee T'Y 
subcellulaires (organites) et de molécules du cytoplasme tissus 1 hé 

en solution (les enzymes, les ribosomes les métabolites). | : F ADN, ARN 
Les débris cellulaires sont retirés par filtrage ou par précipitation. J _. 

L'incubation suivante avec la protéinase K et en présence | Le PRE RE 
du détergent SDS (de laurylsulfate de Sodium) permet de pat Laury (dodéeyb-suttate de Sodium 
détruire les protéines. tampon; EDTA; SDS 0,2 % 


Cellules Incubation : une nuit 


Elimination des protéines /Extraction de l'ADN : 





La déprotéinisation (élimination des contaminants) se fait par 
une extraction au moyen de solvants organiques, tels que le 
phénol et le chloroforme. Extraction de l'ADN se fait par une 


Extraction de l'ADN 





Cellules lysées ou | Surnageant 
solution saline qui solubilise les acides nucléiques et déna- [M tissu homogénéisé 7 [| ADN, ARN 
* VD , | . | protéines, ADN, ARN | Protéines 
ture toutes les protéines, éliminées ensuite par centrifugation. | 
Phénol distillé  4gjter Phénol 
L’extraction utilise la solubilité différentielle des molécules saturé Tris 
(acides nucléiques / contaminant) entre deux phases non 
s. 204 k . : - Tu —— 10000 
miscibles. La séparation les phases se fait par une centrifu- Surnageant  ÿ#c 
on, A , disti h ADN, ARN  10mn Surnageant 
gation. A la sortie, on distingue une phase aqueuse CLIC! / ADN, ARN 
surnageante contenant les acides nucléiques en solution, une ù eoar OH en solution 
phase organique non miscible au fond du tube : phénol + d = 1,45 


lipides et à l'interface un « gâteau » de protéines précipitées. Après centritugation, la phase aqueuse contenant 
les acides nucléiques est récupérée à la pipette et lavée par un mélange de chloroforme (CHCI) et d’alcoo!. 


Précipitation des acides nucléiques se fait par addition répétée des solutions d'alcool. La précipitation a pour 
but de débarrasser l’acides nucléiques des protéines contaminants et enzymes et de récupérer les acides 
nucléiques sous forme solide (pour les concentrer). En présence d'alcool, les brins d'ADN se regroupent et 
forme une pelote non soluble. 


Elimination des ARNS : Action d’une RNAse. 
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3.5. PCR 


La PCR (polymerase chain reaction) décrite en 1985 (K. MULLIS et collaborateurs) permet d’ambplifier in vitro 
des séquences d'ADN de manière spécifique et d'augmenter rapidement de manière considérable la quantité 
d'ADN dont on dispose initialement. C’est la répétition cyclique de trois étapes qui produit une amplification 
exponentielle de cette séquence. 
Cette technique fait intervenir : 
> une ADN polymérase termorésistante comme la Taq polymérase extraite de Thermophilus aquaticus, vivant dans 
sources d’eau chaude 


> une paire d’amorces (=primers), complémentaires des extrémités de la région à amplifier. 
> des désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP) : dCTP, dATP, dGTP, dTTP.. 


Les différentes réactions de dénaturation, hybridation des primers et de synthèse par Taq Polymerase 
nécessitant des températures différentes. Les tubes réactionnels sont placés dans des blocs chauffants 
changeant la température automatiquement. Le fait que la Taq Pol soit extraite de bactéries thermophiles la 
rend résistante à 95°C, ce qui évite de devoir en rajouter dans le tube réactionnel à chaque cycle. 
La PCR permet une amplification exponentielle de l'ADN, à partir de quantités de départ très petites. 
La réaction est réalise sur un thermo cycler. 
Une alternance de cycles comprenant chacun 3 Étapes : 
I. dénaturation de la matrice: séparation des brins (95 °C) 
I. hybridation amorces (env. 55-60 °C) 
Il. extension par ADN polymérase (70 °C) 


Typiquement, une amplification PCR comprend entre 20 et 30 cycles 


Température (Ci 


94° t— dénaturation 








— symhése 


sg° — hybridation 


— CO D — cycle 2 5 ff CUS —+- 


Application Médicale de la PCR : 

La PCR est une technique particulièrement appropriée la détection directe de pathogènes bactériens / viraux: par rapport 
aux techniques comme les sérologies ou la culture. Cette technique à une extrême sensibilité et rapidité de détection : 
quelques copies d'ADN sont détectables. Ainsi, elle permet de mesurer la quantité de pathogènes, par exemple la 
charge virale, et permet la détection d'anomalies génétiques pouvant jouer un rôle dans pathologies génétiques ou 
cancer: génotypage. 


Exemple : PCR et diagnostic du virus HS5SN1 : 
La sérologie classique est inefficace. 


Prélèvements nez / gorge 


Extraction ARN CD 
Reverse transcription 


PCR avec primers spécifiques 
région H5 du virus 





Sensibilité 100% 
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MEtislellii le Ale RE Rai (lil 
par polymérase (ACP) 


APPLE AN TES L'ACP permet de produire un grand nombre de fois des copies d'un segment | 
donné d'ADN (la séquence visée). Elle se déroule entiérement mr vitro, 


nina rs Les matériaux de départ de l'ACF sont un ADN bécaténaire contenant 
à Séquence nucléotidque visée en vue du recopage, une ADN polymérase résistante à la Chaleur, 
| les quatre nuchéotides ainsi que deux courtes molécules d'ACM monocaténaire qui servent d'amorces. 
| Une amorce est complémentaire à un brin à une extrémité de la séquence visée, la seconde esi 
| complémentaire à l'autre brin à l'autre extrémété de la séquence. 
! EX 


Séquence 
| usée 


&° 


*'LLLLRLELELL 





dt Pendant chaque cycle de la procédure de l'ACP la séquence de l'ADN visée 
est doublée, À la fin du troisième cycle, un quart des molécules correspondent exactement à 

la séquence vube, les deux brins ayant la longueur correcte (voir les rectangles blancs ci-dessus). 
Aprés environ 20 cycles, & nombre de molécules de L séquence visée l'emporte sur celus de toutes 
les autres par un facteur de l'ordre de un milliard. Remarque: Les fragments d'ADN en grisé ne font 
pas pare de L séquence visée par l'amplification, 
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3.6.Séquencçage de l’ADN 


Méthode de Sanger (Méthode enzymatique): Cette méthode implique la synthèse d’un brin d'ADN 


complémentaire à partir d'un brin matrice (= un brin à séquencer). 





ADN de séquence 


connue ADM inconnu, à séquencer 
Pour le séquençage on utilise: | a À —— 
> le fragment d'ADN à séquencer ) 3 synthèse du brin d'ADN complémentair ® 


amorce complémentaire 


32 re ADM polymérase 
d'une partie de la Per uns polymérase 


> l'ADN polymérase , séquence CONTI e 
> un amorce -— primer, un petit morceau d'ADN de 15 
à 25nt dont la séquence est complémentaire à l'extrémité 3° du fragment à séquencer ; 


> les 4 dNTP's {désoxyribonucléotides triphosphate) :dCTP, dATP, dGTP, d'ITP ; 


Chain-terminalteg 
(didecy)nuckeatides 


L_ Lanrol Form à 
phosphodester band wrih 
next mcoming dUTF 





_—_— — = —_—_——— — 


désoxyribonucléatides triphosphate  didésoxyribonucléotides triphosphate TA : ? c F g î 


5 © À 
© AG |! 

> les didésoxyribonucléotides (ddNTP). Les ddNTP diffèrent des dNTP ME 

par l'absence d'un groupement OH en position 3”. Les ddNTP sont incorporés + GIATP L primer 
dans l'ADN par une ADN Pol, mais l'absence de 3'OH bloque la synthèse: L Lédlrilbbcent:s 


ADN Pol n'est plus capable de rajouter le moindre nucléotide à sa suite. 


Principe : 

1. Le milieu réactionnel contient, en plus des primers et de la polymérase, 

des nucléotides dont une petite fraction sont des didésoxynucléotides 

marqués. 

2. Il faut préparer 4 mélanges, dont chacun contient un seul type de ddNTP H 17 A Ti COUURE À 

3. Si l’on met dans le tube réactionnel par exemple des ddGTP, la réaction SE 

de synthèse s'arrêtera à chaque C, générant des fragments d'ADN 

des ces fragments donne donc la position des C dans la séquence. 

La même réaction est faite avec des ddC, ddA et ddr. 

4. Les produits des 4 réactions de séquence sont séparés par électrophorèse 

en gel de polyacrylamide selon leur longueur et révélés, selon le marquage JGATP  diTTP 

du ddNTP (radioautographie ou fluorescence).La résolution permet de sépare | 

les fragments différant par un seul nucléotide. Suivant la taille des gels la 

séquence lue est limitée de 200 à 750 nt environ. 

5, Lecture de la séquence se fait “à la main”. La séquence se lit de bas en 
haut. 





+ Lai] 


DNA polymerase | primer 


+ À ONTES « | 


Acrtamide 


L'automatisation du séquençage ge 
Le séquençage automatique est basé sur l'utilisation de didésoxynucléotides 
fluorescents. Une seule réaction de séquence est réalisée en mélangeant 
les 4 ddNTP, chacun marqué par un fluorochrome de couleur différente. 


1H 3 2 di C1 C1 ©? 


4 
Le 


Cats 


G 
Séquenceur automatique sépare les fragments par chromatographie et : 
détecte les fluorescences en sortie de colonne. La fluorescence de chaque Dur Re 
bande sur le gel est détectée automatiquement par un lecteur optique. of arginal strand 


Les séquences sont transférées sur ordinateur: traitées, eventuellement ACRA AGATGGC TTGC TATOCTTAAGTCAGGCAGAANTA 
comparées avec référence. Le résultat de cette lecture est imprimé sous 
forme de pics dont la couleur représente le ddNTP.Les séquenceurs 





permettent de lire plusieurs centaines de nucléotides avec une très bonne 
qualité, jusqu'à 1000 pour les appareils les plus performants ! 
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La méthode de terminaison de chaine par un didésoxyribonucléotide 
pour le séquençage de l'ADN 





dt ml ie Grâce à des appareils spécialisés qui effectuent les réactions de séquençage 


et séparent les produits marqués selon La longueur, on peut déterminer rapidement la séquence 
des nucléotides dans un fragment d'ADN cloné pouvant atteindre une longueur de 500 pasres de buses. 


TECHNIQUE Cette méthode consiste à synthétiser un ensemble de brins d'ACN complémentaires 


au fragment d'ADN original. Chaque brin débute par la méme amorce et se termene avec un ddésosribonucléotide 
(ddNTF}, c'est-à-dire un nucléotide modifié. L'incorporaton d'un daNTF met fin à un brin d'ADN en croissance, 

parce qu'il lui manque le groupement 3°—COH qui rendrait possible l'insertion du nucléotde sumant (voër la figure 16,13) 
Dans l'ensemble de brins synthétisés, la position de chaque nucléotide sur la séquence initiale est représentée par des brins 
qui se terminent à ce point par be ddMTP complémentaire, Étant donné que chaque tyoe de d'NiTP est marqué à l'aide 
d'un marqueur fluorescent distinct, on peut détermener l'identité des nuctéotdes de termmaison des nouveaux brins et, 
finalement, la séquence originale entière 


@D Le fragment d'ADN à séquencer est 
dénaturé en simples brins et incubé darrs 
uné éprouvette avec les magrédients 
nécessaines pour La synthèse de l'ADN: 
une amorce conçue pour se lier par des 
kasons hydrogène à l'extrémité 3° connue 
Qu bon matnce, l'ADN polymérase, les 
quatre désoxyrbonucléotides et les quatre 
didésoxyribonuchéotides, chacun étant 
marqué avec une molécule 
fluorescente spécifique, 









© La synthèse des nouveaux brins ADN 
commence à l'extrémité 3° de , 
l'amorce et se poursuit jusqu'à 
l'insertion du didésomynmbonu- 
cléotide, de façon aléatoire, à La 
place du nuctéotide normal équivalent. 
L'insertion du didésoxymbonucléotide 
empêche la poursuite de l'élongation 
du brin, alors que celle du nuckéotide 
normal la permet. Finalement, on 
obtent un ensemble de bains marqués, 
de longueurs différentes. La couleur 
du marqueur représente le dernier 
nuchéotde dans la Séquence. 


(brin matrice) 


EL 


à 


40100} 
À VC De De O4 Be Gi 


| 
CL 
0100270 


ciA 
C 
T 
G 
À = 
à 
G 
C= 
L 
G 
7 
T 


sens du 
déplacement 
€) Les brins d'ADN marqués dans le mélange sont des brins 

séparés par passage sur gel de polvacrylamide à É 
dans un tube capillaire; les brins plus courts se 
déplacent plus vite. Un détecteur de fluorescence d 
détecte la couleur de chaque marqueur fluorescent 27 
à mesure que les brins traversent le gel. On peut +4 
distinguer des brins qui ne différent de longueur | ._ 
que par aussi peu qu'un Seul nucléotide Laser 


La couleur du marqueur fluorescent sur chaque 
brin nchique la nature du nucléotde à son extrémité. || est possible 
d'imprimer les nésullats Sous forme de spectrogramme, la séquence, 
qui est complémentaire au bren matrice, peut être lue de bas en haut 
(remarquez que la séquence commence après l'amonce) 





RESULTATS 


G 
À 
C 
7! 
G 
#4 
A | 
G | 
cf 





Conclusions : 

Emergence de la médecine moléculaire, principalement grâce la PCR, une technique qui tend devenir une 
technique de routine 

Les puces / le séquençage grande echelle permettent étude globale du contenu et de la régulation des gènes. 
Ces techniques sont pour l'instant du domaine de la recherche 
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ANNEXE 
La présence ou l'absence de coupure par une enzyme donnée peut rendre compte d’un changement dans une séquence et 
permettre de déterminer la présence d’un polymorphisme (le génotype, en fonction des combinaisons alléliques). 
RFLP( Restriction Fragment Length Polymorphism ) le polymorphisme de longueur des fragments de restriction. 
Principe : Mutation =changement de séquence — Absence de site de restriction Modification de longueur des fragments. 





A 1 2 13 14 
| 4 5 6 7 6 9 10 114 
2 —— {À 
PhD 
B de 2e 
C Sonde 
| | 
| | 
EcoRl | | EcoRI EcoRI 
Allèle 2 
EcoRI | | EcoRI EcoR| 
Allèle 3 
EcoRl | EcoRI 


| 
Allèle 1 Eu 
| 


Figure 2.2 Génotypage par RFLP. 


A : Généalogie de la famille étudiée (les carrés représentent les 
hommes, les ronds les femmes). B : L'ADN des individus est digéré 
par un enzyme de restriction, les fragments sont séparés sur gel, 
transférés sur une membrane, et hybridés avec une sonde RFLP 
marquée. La taille des fragments révélés est spécifique de chaque 
allèle : la grand-mère (1) présente deux allèles 2; le grand-père (2), 
les allèles 1 et 2; la grand-mère (13), deux allèles 2; le grand-père 
(14), les allèles 2 et 3. La mère (3) a hérité des allèles 1 et 2, et le 
père (12) des allèles 2 et 3. Les enfants (4), (7), et (10) présentent 
les allèles 2 et 3, les enfants (5), (6), (8) deux fois l'allèle 2, et les 
enfants (9) et (11) les allèles 1 et 2. C: Interprétation des RFLP, 
détectés ici avec l'enzyme Eco RI. Les tailles des fragments révélés 
dépendent de l'absence ou de la présence des sites de restriction. 
La partie grisée représente la taille du fragment reconnu par la sonde. 
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